FCT/DE 00/ 00Z3^ 



BUNDES^PUBLIK DEUTSCHLAND 



PRIORITY DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH 
RULE 1 7. 1(a) OR (b) 




Bescheinigung 




63xJ 




Frau Dr. Christine Schulze-Garg in Aumuhle/Deutschland und Herr Pro- 
fessor Dr. Wolfgang D e p p e r t in Hamburg/Deutschland haben eine Patentan- 
meldung unter der Bezeichnung 

"Saugetier sowie Verfahren zu seiner Herstellung 
und seine Verwendung" 



am 28. Januar 1999 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die Anmeldung ist auf die mice & more GmbH & Co KG in Hamburg/Deutschland 
umgeschrieben worden. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 




Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig das Symbol 
A 01 K 67/00 der International Patentklassifikation erhalten. 



Munchen, den 9. Marz 2000 
Deutsches Patent- unci Markenamt 
Der President 

Im Auftrag 




06.90 
11/98 



28. Januar 1999 



Unser Zeichen: l\j^V21 - hu / msl 



Saugetier sowie V rfahren zu seiner Herstellung und seine Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Saugetier, in dem ein duktales Karzinom in 
situ (DCIS) der weiblichen Brustdruse induziert werden kann. Ferner betrifft die 
Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Saugetiers sowie dessen 
Verwendung zur Untersuchung eines DCIS bzw. seiner Progression zu einem 
invasiven ductalen Mammakarzinom, sowie zur Entwicklung von diagnostischen 
bzw. therapeutischen Mitteln hierfur. 

Das Mammakarzinom ist mit einer Haufigkeit von ca. 10 % in der weiblichen 
Bevolkerung eines der drangenden Gesundheitsprobleme unserer Zeit. Etwa 80 
% der Mammakarzinome sind invasive ductale Mammakarzinome. Bei Mammo- 
graphien werden haufig Mammatumoren vom Typ eines ductalen Karzinoms in 
situ DCIS) diagnostiziert. Dieses kennzeichnet sich durch eine nicht-invasive, 
d.h. die Basalmembran noch nicht durchbrechende, neoplastische Vermehrung 
von Epithelzellen in das Lumen der ductulo-lobularen Einheit des Milchdrusensy- 
stems. Ein DCIS kann sich zu einem invasiven ductalen Mammakarzinom ent- 
wickeln. Die molekularen Ursachen hierfur sind allerdings nicht bekannt. Ebenso- 
wenig ist eine Vorhersage moglich, ob und wann eine solche Entwicklung entritt. 
Als Folge hiervon wird bei der Diagnose eines DCIS der weiblichen Brust meist 
eine radikale Mastektomie, d.h. vollstandige Entfernung der weiblichen Brust und 
regionarer Lymphknoten, durchgefuhrt. Schatzungen ergeben allerdings, dad 
etwa 60 % der radikalen Mastektomien eine Ubertherapierung darstellen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem die molekularen Ursachen eines DCIS, insbesondere seiner Pro- 
gression zu einem invasiven ductalen Mammakarzinom, untersucht und gegeben- 
nenfalls Wege fur eine verla&liche Diagnose bzw. angemessene Therapie aufge- 
zeigt werden konnen. 
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ErfindungsgemafS wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des Anmelders, date ein 
DCIS der weiblichen Brustdruse in Saugetieren, z.B. Mausen, induziert werden 
kann, die ein Onkogen, z.B. die fruhe Region von SV40, d.h. das Gen fur das 
SV40 T-Ag enthalten, das durch laktotrope Hormone, wie Oestrogen, Prolactin, 
Insulin und Hydrocortison, aktivierbar ist. Ferner hat er erkannt, da(5 sich das 
DCIS zu einem invasiven ductalen Mammakarzinom entwickeln kann. 

Erfindungsgemafc werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, ein Saugetier 
mit einem induzierbaren DCIS der weiblichen Brustdruse bereitzustellen, das ein 
durch laktotrope Hormone aktivierbares Onkogen enthalt. Vorzugsweise kann 
sich das DCIS zu einem invasiven duktalen Mammakarzinom entwickeln. 

Der Ausdruck "DCIS der weiblichen Brustdruse" weist auf eine nicht-invasive, 
d.h. die Basalmembran noch nicht durchbrechende, neoplastische Vermehrung 
von Epithelzellen in das Lumen der ductulo-lobularen Einheit des Milchdrusensy- 
stems hin. Insbesondere zeichnet sich das DCIS durch histologische Merkmale, 
wie hyperchromatische, pleomorphe, grobschollig strukturierte oder auffallig 
groBe Kerne, aus. Ferner kann es eine verschobene Kern-Plasma-Relation oder 
zahlreiche Mitosefiguren ausweisen. Desweiteren kann sich das DCIS dadurch 
kennzeichnen, date sich die Proliferation der Epithelzellen in das Lumen des 
Ducts als mehrlagige oder siebformige Auskleidung bzw. als intraluminale 
Verzweigung oder mikropapillar zeigen. Dariiberhinaus kann sich das DCIS durch 
Nekrosen, Apoptosefiguren, Psammomkdrper, d.h. zwiebelschalenartige Kristalli- 
sationsprodukte mit Kalkeinlagerungen, im Lumen des Ducts und Verlust der der 
Basalmembran unterliegenden Myoepithelschicht ausweisen. 

Der Ausdruck "laktotrope Hormone" weist auf Hormone hin, die von Saugetie- 
ren, z.B. in der Schwangerschaft und/oder Laktationsperiode, ausgeschuttet 
werden und laktotrop wirken. Beispiele solcher Hormone umfassen Oestrogen, 
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Prolactin, Insulin und Hydrocortison. 

Der Ausdruck "Onkogen" umfaSt jegliche Gene bzw. Teile davon, die eine Zell- 
transformierende Eigenschaft aufweisen konnen. Beispiele solcher Gene um- 
fassen erb A, erb B, fos, myc, E6, E7 und die fruhe Region von SV40, d.h. das 
Gen fur das SV40 T-Ag, und mutiertes p53. Ferner kann das Onkogen Sequen- 
zen aufweisen, die fur ein starkes, d.h. immundominantes, T-Zell-Epitop, z.B. 
das MHCI restringierte Epitop n1 1 8 des Nucleoproteins des LCM-Virus, kodieren. 

Der Ausdruck "durch laktotrope Hormone aktivierbares Onkogen" weist darauf 
hin, date vorstehendes Onkogen durch laktotrope Hormone aktivierbar ist. Dies 
kann in verschiedenster Weise erreicht werden. Gunstig kann es sein das Onko- 
gen unter die Kontrolle eines Promotors zu stellen, der fur ein oder mehrere 
laktotrope Hormone spezifisch ist. Ein solcher Promotor ist z.B. der "whey 
acidic protein" (WAP)-Promotor. Seine Spezifitat umfaSt die laktotropen Hormo- 
ne, Oestrogen, Prolactin, Insulin und Hydrocortison. Es wird auf nachstehende 
Ausfuhrungen hinsichtlich der Herstellung eines erfindungsgemalSen Saugetiers 
verwiesen. 

Der Ausdruck "Saugetier" umfafSt jegliche Saugetiere mit Ausnahme des Men- 
schen, die laktotrope Hormone, z.B. in der Schwangerschaft und/oder Lakta- 
tionsperiode, ausschutten und in denen ein durch laktotrope Hormone aktivierba- 
res Onkogen vorliegen kann. Beispiele solcher Saugetiere umfassen Mause, 
Ratten, Kaninchen, Pferde, Rinder, Schafe, Ziegen, Affen, Schweine, Hunde und 
Katzen, wobei Mause insbesondere genannt werden. 

Bevorzugte Saugetiere der vorliegenden Erfindung sind Mause, die das Gen fur 
das SV40 T-Ag unter der Kontrolle des WAP-Promotors enthalten. Auch kann 
das SV40 T-Ag-Gen Sequenzen enthalten, die fur ein starkes, d.h. immundomi- 
nantes, T-Zell-Epitop, z.B. das Epitop n1 18 des Nucleoproteins des LCM-Virus 
kodieren, enthalten. Solche Mause werden mit WAP-T bzw. WAP-T-NP bezeich- 
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net (vgl. Fig. 1 ). Besonders bevorzugt sind die Mause WAP-T-1, WAP-T-2, WAP- 
T-T07~WAP-T~NP6rW^^ Diese Mause kennzeichnen 

sich' wie folgt: 

WAP-T-1 

Diese Mause entwickeln durchschnittlich 7 Monate nach Induktion mit laktotro- 
pen Horrnonen meist multifokale invasive ductale Mammakarzinome. Es ist keine 
praferentielle Tumorentstehung in einer der Mammae zu beobachten. Invasive 
Karzinome sind in der Regel tubular bis papi/lar differenziert, mit z.T. soliden 
anaplastischen Anteilen, die auch eine desmoplastische Reaktion zeigen konnen. 
Gelegentlich treten Lungenmetastasen auf. Die Mehrzahl der Tiere entwickelt 
jedoch keine Metastasen und die Primartumoren wachsen nur langsam. Makro- 
skopisch nicht befallene Mammae zeigen multifokale DCIS. Die meisten DCIS 
konnen aufgrund des isomorphen Erscheinungsbildes der Kerne als "low grade" 
in Analogie zur Klassifizierung humaner DCIS nach NUYS Index eingestuft 
werden. Komedonekrosen und Psammomkorper werden gelegentlich beobachtet. 
Die Ausbildung von intraluminalen Verzweigungen ("roman arches" Bildung) 
kommt dagegen vor (vgl. Fig. 4). 

WAP-T-2 

Diese Tiere weisen ein hellbraunes Fell auf. Ferner entwickeln sie etwa 6 Monate 
nach Induktion mit laktotropen Horrnonen invasive ductale Mammakarzinome. 
Differenzierte Mammakarzinome sind vorwiegend tubular bis lobular. Anaplasti- 
sche Mammakarzinome prasentieren sich mit einigen Tumorriesenzellen. Mikro- 
metastasen in Lymphknoten werden beobachtet. In seltenen Fallen kann es zur 
Entstehung von Fibrosarkomen ausgehend von der Mamma oder dem Uterus 
kommen. Die multifokal auftretenden DCIS zeigen mikropapillare und cribriforme 
Wachstumsmuster. Auch einlagig ausgekleidete Formen mit Komedonekrose 
oder Psammomkorpern werden beobachtet. Da sich die Zellkerne meist isomorph 
prasentieren, konnen diese DCIS als nicht "high grade" (vgl. vorstehend) bewer- 
tet werden (vgl. Fig. 5). 
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WAP-T-10 

Diese Mause entwickeln etwa 8 Monate nach Induktion mit laktotropen Hormo- 
nen palpierbare ductale Mammakarzinome, die metastasieren konnen. Es werden 
sowohl solide und wenig differenzierte Karzinome, die zahlreiche Mitosen auf- 
weisen, als auch tubulare bis papillare Formen gefunden. Die untersuchten 
Metastasen sind papillar differenziert. Die multifokal auftretenden DCIS weisen 
Komedonekrosen auf und entsprechen aufgrund der Kernmorphologie (Pleomor- 
phic, Hyperchromasie, u.a.) einem "high grade" DCIS (vgl. vorstehend; und Fig. 
6). 

WAP-T-NP6 

Diese Mause entwickeln etwa 1 1 Monate nach mehrfacher Induktion mit lakto- 
tropen Hormon palpierbare invasive Karzinome. In seltenen Fallen treten auch 
hepatozellulare Adenome sowie Speicheldrusenadenome auf. Die Mammakarzi- 
nome sind vorwiegend tubular oder papillar differenziert, gelegentlich nur mateig 
differenziert mit ausgedehnten Nekrosen und teilweise auch solide. In mamma- 
ren Lymphknoten treten Mikrometastasen auf. Die Zellkerne der multifokal 
auftretenden DCIS sind meist unauffallig "low grade" (vgl. vorstehend) und es 
sind Komedonekrosen vorhanden (vgl. Fig. 7). 

WAP-T-NP8 

Diese Mause entwickeln etwa 5 Monate nach Induktion mit laktotropen Hormo- 
nen invasive ductale Karzinome. Es werden sowohl tubulo-papiliar differenzierte 
als auch schlecht differenzierte, solide Tumore gefunden. Tiere mit schlecht 
differenzierten Tumoren zeigen Lungenmetastasen. Die Lumen umschriebener 
kleiner invasiver Karzinome und von DCIS sind in einigen Fallen von Granulozy- 
ten infiltriert. Gelegentlich treten auch nicht epitheliale Tumoren mammaren 
Ursprungs, z.B. Fibro- und Osteosarkome, sowie infiltrierende histiozytare Sarko- 
me auf. Die zwischen 1 5 und 20 Wochen nach Induktion mit laktotropen Horrno- 
nen apparenten multifokalen DCIS entsprechen aufgrund der Kernmorphologie 
einer "high grade" Form (vgl. vorstehend; und Fig. 8). 
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WAP-T-NP10 

Diese Mause entwickeln etwa 1 1 Monate nach mehreren Induktionen mit lakto- 
tropen Hormonen ein invasives ductales Mammakarzinom. Diese Karzinome sind 
haufig tubular bis papillar differenziert mit soliden und nekrotischen, aber nur 
malSig differenzierten Anteilen. Die DCIS prasentieren sich mit isomorphen 
Kernen (nicht "high grade"; vgl. vorstehend). Es treten DCIS mit mikropapillarem 
Wachstum sowie Formen mit totalem Verlust der Myoepithelschicht und Psam- 
momkorperbildung auf (vgl. Fig. 9). 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Zellen, die aus dem 
erfindungsgema&en Saugetier erhalten werden. Diese Zellen konnen in jeglicher 
Form vorliegen, z.B. in einer Primar- oder Langzeit-Kultur. 

Ein erfindungsgemafces Saugetier kann durch ubliche Verfahren bereitgestellt 
werden. Gunstig kann ein Verfahren sein, das folgende Schritte umfalSt: 

(a) Einfuhrung einer fur ein Onkogen kodierenden DNA in befruchtete Oo- 
cyten eines Saugetiers, wobei die DNA unter der Kontrolle eines Promo- 
tors steht, der fur laktotrope Hormone spezifisch ist, 

(b) Implantierung der Oocyten von (a) in pseudoschwangere Saugetiere, und 

(c) Selektion der in (b) erhaltenen Nachkommen auf die Bildung eines DCIS. 

Hinsichtlich der Ausdrucke "Onkogen", "laktotrope Hormone", "Saugetiere" und 
"DCIS" wird auf vorstehende AusfCihrungen verwiesen. - 

Ferner weist der Ausdruck "pseudoschwangere Saugetiere" auf solche Saugetie- 
re hin, die mit nicht zeugungsfahigen, d.h. serilen oder vasektomierten, mann- 
lichen Saugetieren, verpaart worden sind und einen Vaginalpfropfen aufweisen. 
Es wird auf das nachstehende Beispiel verwiesen. 

Der Ausdruck "befruchtete Oocyten" weist auf Oocyten von schwangeren 
Saugetieren hin, die entleert worden sind. Es wird auf das nachstehende Beispiel 
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verwiesen. 

Der 'Ausdruck "DNA, die fur ein Onkogen kodiert und unter der Kontrolle eines 
Promotors steht, der fur laktotrope Hormone spezifisch ist" betrifft eine in 
jeglicher Form vorliegende DNA, die diese Eigenschaften aufweist. Die DNA 
kann als solche oder in Kombination mit einer anderen DNA, z.B. einem Vektor, 
vorliegen. Ferner kann sie zirkular oder linear vorliegen. Desweiteren kann sie Se- 
quenzen enthalten, die eine Rekombination mit der DNA des Saugetiers fordern. 
Daruberhinaus kann sie Sequenzen enthalten, die fur ein T-Zell-Epitop, z.B. das 
MHC I restringierte Epitop n118 des Nukleoproteins des LCM-Virus, kodieren. 
Eine solche DNA wurde bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorga- 
nismen und Zellkulturen) als pWAP-T-NP unter DSM 12608 am 22. Dezember 
1998 hinterlegt. 

Desweiteren kennt der Fachmann Bedingungen und Materialien, urn die Schritte 
(a)-(c) durchzufuhren. Hinsichtlich der Selektion in (c) wird er z.B. auf Verfahren 
zuruckgreifen, mit denen die vorstehend erwahnten histologischen Merkmale 
nachgewiesen werden konnen. 

Mit der vorliegenden Erfindung wird ein Saugetier bereitgestellt, in dem ein DCIS 
induziert werden kann. Ferner kann sich aus dem DCIS ein invasives ductales 
Mammakarzinom entwickeln. Damit konnen die molekularen Ursachen eines 
DCIS bzw. seiner Progression zu einem invasiven ductalen Mammakarzinom 
untersucht werden. Insbesondere ist es von Vorteil, da& Saugetiere bereitgestellt 
werden konnen, die unterschiedlich lange Latenzzeiten bis zur Entwicklung eines 
DCIS bzw. eines invasiven ductalen Karzinoms aufweisen, wodurch mittels einer 
vergleichenden Untersuchung eine Korrelation zwischen DCIS-Typ (inklusive der 
identifizierten molekularen Marker) und Risiko des DCIS hergestellt werden kann. 
Desweiteren ist es von Vorteil, date die Rolle des Immunsystems bei der Aus- 
bildung eines DCIS bzw. seiner Progression zu einem invasiven ductalen Mam- 
makarzinom untersucht werden kann, was durch das Vorliegen eines starken T- 
Zell-Epitops im Onkogen-Produkt begunstigt wird. Daruber hinaus liefert die 
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vorliegende Erfindung eine Basis diagnostische Marker zu entwickeln, mit denen 
einzelne Entwicklungsstufen des DCIS bzw. des invasiven ductalen Karzinoms 
nachgewiesen und somit Vorhersagen uber die Entwicklung des DCIS bzw. 
seiner Progression getroffen werden konnen. Desweiteren gibt die vorliegende 
Erfindung die Moglichkeit, Therapeutika gegen vorstehende Erkrankungen zu 
entwicklen. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt eine fur die Herstellung einer erfindungsgemalSen Maus ver- 

wendete DNA, die fur das SV40 T-Ag bzw. ein das n118 Epitop 
des LCM-Virus enthaltendes SV40 T-Ag (SV40 T-Ag-NP) kodiert. 
Die DNA wird in linearer Form verwendet und in befruchtete Oo- 
cyten injiziert. 

Fig. 2 zeigt die Expression von SV40 T-Ag bzw. SV40 T-Ag-NP in der 

Mammae erfindungsgema&er Mause. 

(a) Nukleare Expression von SV40 T-AG in den Epithelzellen 
morphologisch unauffalliger Ductuli 12 Monate nach Induk- 
tion der erfindungsgema&en Maus WAP-T-1. 

(b) Nukleare Expression von T-Ag in den Tumorzelllen von DCIS 
12 Monate nach Induktion der erfindungsgemafSen Maus 
WAP-T-NP6. 

Fig. 3 zeigt Beispiele haufiger Tumorphanotypen von erfindungsgemalSen 

Mausen. In Paraffin eingebetete Schnitte, H&E-Farbung: 

(a) Tubular bis papillar differenziertes invasives ductales Mam- 
makarzinom mit desmoplastischer Reaktion der Maus WAP- 
T-1 0. 

(b) Anaplastisches invasives ductales Mammakarzinom mit 
ausgedehnten Nekrosen der Maus WAP-T-NP8. 
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Fig. 4 zeigt in der DCiS Maus WAP-T-1 ein induziertes DCIS mit relativ 

unauffalligen Kernen, z.T. mit intraluminaler Verzweigung, Psam- 
momkorpern und Komedonekrose. 

Fig. 5 zeigt in der DCIS Maus WAP-T-2 ein induziertes DCIS mit mikropa- 

pillarem Wachstumsmuster, desmoplastischer Reaktion und ent- 
zundlichen Infiltraten, daneben auch ein- bis mehrlagig ausgekleide- 
tes DCIS mit Psammomkdrpern und Komedonekrose. 

Fig. 6 zeigt in der DCIS Maus WAP-T-10 mehrere induzierte DCIS mit 

hyperchromatischen, pleomorphen Kernen. In der Umgebung sind 
entzundliche Infiltrate erkennbar. 

Fig. 7 zeigt in der DCIS Maus WAP-T-NP6 ein induziertes DCIS mit meist 

unauffalligen Kernen und gelegentlichen Komedonekrosen. Es sind 
einlagige und lokal mehrlagige Auskleidungen der ductalen Lumen 
sichtbar. 

Fig. 8 zeigt in der DCIS Maus WAP-T-NP8 mehrere induzierte DCIS mit 

pleomorphen, z.T. auffallig gro&en Kernen und Psammomkorpem. 

Fig. 9 zeigt in der DCIS Maus WAP-T-NP1 0 ein induziertes DCIS mit 

relativ isomorphen Kernen und mikropapillarem und z.T. intralumi- 
nal Verzweigungen bildendem Wachstumsmuster. 

Die Erfindung wird durch das Beispiel erlautert. 

Beispiel: Herstellung eines erfindungsgemaften Saugetiers 



Etwa 20 weibliche CB6F1 Mause im Alter von 4-5 Wochen werden durch intra 
peritoneale Injektion von 5 U PMS (pregnant mare's serum) am Tag 1 und eine 
weitere intra peritoneale Injektion von 5 U hCG (humanes Choriongonadotropin) 
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am Tag 3 superovuliert und am Abend desselben Tages mit mannlichen CB6F1 
TierBrTverpaartT Am M^erTdeVX. Tages werden diVTlere auOas VoTFanden- 
sein'eines Vaginalpfropfens untersucht, positive Tiere durch zervikale Dislokation 
getotet und die Ovidukte entnommen. Die Eizellen werden aus den Ovidukten in 
M2 Medium entleert, die Cumuluszellen durch kurze Inkubation mit Hyaluronida- 
se abgelost, die Eizellen grundlich gewaschen und bis zur Mikroinjektion in mit 
Paraffinol uberschichtetem M16 Medium im Brutschrank (5 % C0 2 , 85 % 
Luftfeuchtigkeit, 37 °C) aufbewahrt. 

Die Injektion der DNA von Fig. 1 erfolgt am 4. Tag in der Regel in den mann- 
lichen Vorkern befruchteter Eizellen. Injizierte Eizellen werden anschlieBend im 
Brutschrank bis zum Retransfer am darauffolgenden Tag inkubiert. Zur Bereit- 
stellung von pseudoschwangeren Fostermausen werden am Abend vor der 
Mikroinjektion etwa 25 weibliche B6CBAF1 Mause im Alter von 8 bis 12 Wo- 
chen mit vasektomierten mannlichen Mausen verpaart. Am Morgen des 5. Tages 
werden die Tiere mit Vaginalpfropfen fur den Retransfer der injizierten Eizellen 
ausgewahlt. Die uber Nacht kultivierten und zum Zweizellstadium proliferierten 
und mikroinjizierten Eizellen werden am 5. Tag reimplantiert. Dabei werden 10- 
1 5 Embryonen in das lnfundibulum eines Oviduktes einer narkotisierten Foster- 
maus eingespult. 19-20 Tage nach Retransfer werden die implantierten Em- 
bryonen geboren. Es werden die in den Figuren 4-9 gezeigten Mause erhalten. 
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M 4321 

Patentanspruche 

1 . Saugetier mit induzierbarem duktalen Karzinom in situ (DCIS), wobei das 
Saugetier ein durch laktotrope Hormone aktivierbares Onkogen enthalt. 

2. Saugetier nach Anspruch 1, wobei sich das DCIS zu invasivem ductalen 
Mammakarzinom entwickelt. 

3. Saugetier nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Onkogen unter der Kon- 
trolle des WAP-Promotors steht. 

4. Saugetier nach einem der Anspruche 1 -3, wobei das Onkogen eine fur ein 
starkes T-Zell-Epitop kodierende Sequenz umfalSt. 

5. Saugetier nach einem der Anspruche 1-4, wobei das Onkogen ein fur das 
SV40 T-Ag kodierendes Gen ist. 

6. Saugetier nach Anspruch 4 oder 5, wobei die Sequenz fur das n118 
Epitop des Nucleoproteins des LCM-Virus kodiert. 

7. Saugetier nach einem der Anspruche 1-6, wobei die laktotropen Hormone 
Oestrogen, Prolactin, Insulin und Hydrocortison umfassen. 

8. Saugetier nach einem der Anspruche 1-7, wobei das Saugetier jenes der 
Figuren 4,5,6,7,8 oder 9 ist. 

9. Verfahren zur Bereitstellung eines Saugetiers nach einem der Anspruche 
1-8, umfassend die folgenden Schritte: 

(a) Einfuhrung einer fur ein Onkogen kodierenden DNA in befruchtete 
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Oocyten eines Saugetiers, wobei die DNA unter der Kontrolle eines 
Promotors steht, der fur tektotrope Hormone spezifisch ist, 

(b) Implantierung der Oocyten von (a) in pseudoschwangere Saugetie- 
re, und 

(c) Selektion der in (b) erhaltenen Nachkommen auf die Bildung eines 
DCIS. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei sich das DCIS zu invasivem ductalen 
Mammakarzinom entwickelt. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, wobei der Promotor der WAP-Pro- 
motor ist. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 9-11, wobei das Onkogen eine fur 
ein starkes T-Zell-Epitop kodierende Sequenz umfalSt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 9-12, wobei das Onkogen ein fur 
das SV40 T-Ag kodierende Gen ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei die Sequenz fur das n118 
Epitop des Nucleoproteins des LCM-Virus kodiert. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 9-14, wobei die laktotropen Hor- 
mone Oestrogen, Prolactin, Insulin und Hydrocortrson umfassen. 

1 6. Verfahren nach einem der Anspruche 9-15, wobei die Nachkommen jene 
der Figuren 4,5,6,7,8 oder 9 sind. 

17. Verwendung des Saugetiers nach einem der Anspruche 1-9 zur Unter- 
suchung von DCIS, seiner Progression zu invasivem ductalen Karzinom 
und letzterem. 
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1 8. Verwendung des Saugetiers nach einem der Anspruche 1 -9 zur Forschung 
und Entwicklung von diagnostischen Markern und Therapeutika fur ein 
DCIS bzw. ein invasives ductales Karzinom. 
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Zusammenfassung 



Saugetier sowie Verfahren zu seiner Herstellung und seine Verwendung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Saugetier mit induzierbarem ductalen Karzi- 
nom in situ (DCIS), wobei das Saugetier ein durch laktotrope Hormone aktivier- 
bares Onkogen enthalt. Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstel- 
lung eines solchen Saugetiers sowie dessen Verwendung zur Untersuchung 
eines DCIS bzw. seiner Progression zu einem invasiven ductalen Mammakarzi- 
nom, sowie zur Entwicklung von diagnostischen bzw. therapeutischen Mittein 
hierfur. 



BamHI 2533 

Bci [ 2770 




WAP-T 



WAP-T-NP 



gat cct agg cct caa get tct gga gtc tac atg gat cat 



Asp Pro Arg 'Piro; Gin. Ala Ser Gly Val Tyr Met Asp His 
632 633 



EcoR r 



Bgi II. Bel I 522 



Fig. 1 




Fig. 2 
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Fig. 9 



